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01. Genel Bilgiler

Mikroorganizmalarin olusturdugu infeksiyonlarda ¢ogu zaman gercek primer etkeni izole
etmekte giicliikler ¢ekilir. Cilinkii alinan marazi maddelerde, esas etkenin yani sira, iki veya
daha fazla kontaminant mikroorganizma da bulunabilir (kontaminasyon). Bazi durumlarda da
primer etken tarafindan baslatilan bir infeksiyona, sonradan ikinci bir patojenik etken daha
katilabilir (sekonder infeksiyon). Ikinci mikroorganizma, birinci infeksiyonda direnci kirilan
konak¢1 viicuduna, girdikten sonra kolayca cogalma ve yayilma olanagi bulur. Bunun
sonunda, primer etken tarafindan olusturulan infeksiyonun klinik belirtileri yan1 sira, bu defa
sekonder infeksiyonun semptomlar1 da ortaya ¢ikar. Bu durum hastaligin teshisini daha gii¢
bir hale getirdigi gibi, infeksiyonun seyrinin ve prognozunun da degismesine ve konakei
aleyhine bozulmasina neden olur. Bazi hastalik olaylar1 da, bir etken tarafindan degil de,
birden fazla mikroorganizma tarafindan olusturulabilir (ortak infeksiyon).

Infeksiyon odaklarinda bulunan birkag tiir mikroorganizma, birbirlerinin varlig1 hallerinde
tireme olanagina sahip olabilirler. Diger bir deyimle, biri digerinin liremesini tesvik eder ve bu
nedenle de karigtk bir mikrop florasi gériiliir. Orn, viicuttaki derin ve girintili- ¢ikintili
yaralarda aerobik ve anaerobik (C. tetani) mikroplar birlikte bulunabilirler.

Yukarida bildirilen durumlarda, hastalardan veya patolojik maddelerden bir etken yerine
birden fazla ve karisik mikroorganizma iiretilebilir. Bu mikroplarin hangisinin esas hastaligin
sebebi oldugunu anlamak veya saptamak ¢ok uzun zaman alir veya imkansizlasir. Bu durum,
infeksiyonun teshisini geciktirir ve bazi hallerde de, sagaltima ge¢ baslanmasi sonucu
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hastanin 6liimiine de sebep olabilir. Ayrica, tedavinin yanlis yapilmasi neticesi infeksiyonun
kroniklesmesine ve tedavi kabul etmez duruma gelmesine yol agar.

Infeksiyonun perakut veya akut seyrettigi durumlarda olusan kontaminasyon veya sekonder
infeksiyonlar kronik olaylara oranla daha azdir. Ekimlerde ¢ok tiirden mikroorganizmanin
tiremesini etkileyen diger 6nemli faktorler de, 6liimden sonra otopsi yapilincaya kadar gegen
siire ve alinan marazi madde tiirii ile ¢ok yakindan iligkilidir.

Hastalik etkenini identifiye edebilmek icin saf olarak iiretmek gereklidir. Bunun igin de,
izolasyonu sarttir. Etkenin erken izolasyonu, koruyucu ve sagaltici gerekli Onlemleri
zamaninda almak bakimindan da ¢ok 6nemlidir.

02. infeksiyonlarin Teshisi
Infeksiyonlari teshisinde, genellikle, asagidaki sira izlenmektedir:
02.01. Anamnez

Hastalik ve hasta hakkinda, teshise yonelik ¢ok onemli ipuglari elde etmede, hasta, hasta
yakini veya diger iliskili kisiler tarafindan bilgiler elde etmek ve bunlar1 degerlendirmek, hem
klinik teshise ve hem de laboratuar muayenelerine bir yon vermesi bakimindan 6nemlidir. Bu
nedenle mikrobiyologlarin ¢ok yonlii arastirmasi ve bunlari degerlendirmesi gereklidir. Bir
hastaligin nasil ve ne zaman basladig1, ne sekilde gelistigi ve seyrettigi hakkinda ilk bilgiler
teshis icin biiylik degere sahiptir. Bunlar, klinik ve otopsi bulgular ile laboratuar muayeneleri
birlikte degerlendirilerek sonuca (teshise) varilir.

Bazi hallerde, laboratuvara sadece muayene maddesi gonderilir veya getirilir. Bu madde,
bunun alindig1 hasta ve hastalik (¢cikis, seyir; vs.) hakkinda da ya getirenden veya gonderilen
yerden yeterince bilgi alinmali ve bunlara dayanilarak laboratuar muayenelerine bir yon
verilmelidir.

02.02. Klinik Bulgular

Infeksiyon hakkinda ilk ve &nemli bilgiler hastanin gosterdigi klinik semptomlardan elde
edilir. Genel semptomlarin (istahsizlik, durgunluk, ates, terleme, titreme, kabizlik, bas agrisi,
vs.) degeri, 0zel semptomlar (solunum, sindirim, urogenital, sinir, dolasim sistemi
bozukluklarina ait klinik semptomlar, vs) kadar fazla degildir. Hastaligin teshisinde o6zel
semptomlar biiyiik dl¢iide yararli olurlar.

Perakut seyreden vakalarda, genellikle 6zel semptomlar ¢ok az veya belirsiz olarak ortaya
cikarlar. Bu nedenle perakut olgularin teshisi klinik ydniinden giictiir. Infeksiyonun seyri akut,
subakut veya kronik sekilde ise, hastaligi tanimlayan 6zel klinik belirtiler daha fazla ortaya
cikarlar.

Klinik belirtiler, hasta ve/veya sahibinden alinan bilgiler yani sira, hastanin dikkatlice
sistematik muayenesi sonunda da 6nemli ipuglar elde edilebilir. Hasta bireyden, teshise
yardimci olmak lizere bazi marazi maddeler (kan, biyopsi materyalleri, idrar, krase, gaita,



ponksiyon sivilari, yara, lenf diiglimii, apse muhteviyatlari, omurilik sivisi, deri kazintisi, vs.)
alinir ve bunlar mikrobiyolojik ve biyokimyasal yonden incelemeye tabi tutulurlar.

Bir infeksiyona ait tiim semptomlar1 ayn1 bireyde gérmek miimkiin olmayabilir. Bu nedenle
ayn1 hastalifa yakalanmis diger kisiler varsa, bunlarin da muayeneleri uygun olur ve gerekirse
bunlardan da gerekli patolojik maddeler alinir.

Ayrica hastalar i¢in yapilan fiziksel muayeneler (rontgen, ultrasonografi ve digerleri),
biyokimyasal tetkikler (seker, lipid, vs.), hematolojik incelemeler ve diger gerekli yoklama bu
hastaligin teshisine biiyiik katkida bulunur.

02.03. Otopsi Bulgular1

Infeksiyonlar sonu olenlere gerektiginde hemen ve usuliine uygun olarak otopsi yapilir.
Stiphelenilen organlar dikkatlice gézden gecirilir. Ancak, klinik belirtilere gore iizerinde
durulan hastaligin yerlesebilecegi sistem veya organlar daha titizlikle muayeneye tabi tutulur.
Goriilebilen lezyonlarin yeri, biiyiikligi, sekli ve diger o6zellikleri kaydedilir. Patolojik
bulgulara gore hastalik hakkinda tamamlayici bilgiler elde edilir.

Alman marazi maddelerin histopatolojik ydonden muayeneleri uzman kisiler tarafindan
yapilarak topluca bir degerlendirmeye gidilir.

02.04. Muayene Maddesinin Alinmasi

Inceleme amaci ile alinacak maddeler, hasta canli iken (biyopsi) veya 6ldiikten sonra (otopsi
materyali) alinirlar. Hastaligin karakterine, yerlestigi organa ve etkenin viicuttan disar1 ¢ikma
durumuna gore materyaller degisebilir.

1- Muayene maddeleri ¢ok taze olmal1 ve yeteri miktarda alinmalidir.

2- Hastadan, atesli donemde materyal alinmas1 tercih edilmelidir. Ciinkii kanda fazla miktarda
etkene rastlamak miimkiindiir. Atesli durumda iken genellikle kan alinarak hemokiiltiirler
yapilir. Virolojik yonden de ekimler uygulanir. Kanda bulunan etken, kan aracilig: ile biitiin
dokulara veya organlara yayilma olanagi bulur. Kronik devrede ise, genellikle, kanda
mikroorganizma yoktur. Etkenler doku ve organlara yerlesir ve burada da bozukluklar
meydana getirirler. Hastalik etkenleri viicuttan gesitli sekret (siit, sperma, tiikriik, v.s.) ve
ekskretlerle (idrar, gaita, krase, burun akintilari, uterus akintilari, v.s.) disar1 atilirlar. Bu
nedenle bu maddelerden yeterince alinarak gerekli muayeneler ve ekimler uygulanir. Bazi
durumlarda materyalleri (idrar, siit, gaita, kan, v.s.) glin asir1 veya belli periyotlarla almak
uygun olur.

3- Oliim olgularinda, hemen ve zaman gegirmeden (gerekli ise) siiphelenilen veya lezyonlu
doku ve organlardan aseptik kosullarda ve yeterince marazi maddeler alinir.

4- Materyaller antibiyotik veya kemoterapotik maddelerin tatbik edilmedigi hastalardan veya
antibiyotik tatbikinden once almmalidir. Eger antibiyotik uygulanmigsa, viicuttan atilma
stiresini bekleyip ondan sonra materyal alinmalidir.

5- Muayene maddelerinin, eger miimkiinse, birka¢ hastadan alinmasi, etken izolasyon sansini
arttirabilir.



6- Muayene maddeleri aseptik kosullarda alinmali ve steril kaplara konarak hemen sogukta
muhafaza edilmelidir.

7- Materyaller alindiktan sonra, laboratuar yakinsa, vakit kaybetmeden, laboratuara
gondermelidir. Eger, laboratuar uzaksa, dondurulduktan sonra termoslar icinde en seri vasita
ile sevk edilmelidirler.

8- Laboratuarda ayn1 giin ekimi yapilamayacak olanlar -20°C. de muhafaza edilirler.

9- Alnan kanlarin usuliine uygun olarak serumu c¢ikarilir ve gonderilir. Eger isteniyorsa
sitrath kan veya serumu ¢ikarilmamis kan da gonderilebilir.

10- Gerek goriiliiyorsa, kandan frotiler yapilarak muayene i¢in laboratuarlara gonderilebilir.

11- Apse, lenf diigiimii yara, v.s. muhteviyatlari, deri kazintilari, siit, sperma, ponksiyon
stvilari, v.s. de usuliine uygun olarak alinir ve en seri vasita ile laboratuara gonderilir.

12- Bakteriyolojik, mikolojik ve virolojik yoklamalar i¢in kullanilan muhafaza kaplarinin
steril olmasi gereklidir. Muayene maddesi almak i¢in makas, bisturi ve penslerin de ayni
sekilde kaynatilarak sterilize edilmesi ve soguduktan sonra kullanilmas1 uygundur.

13- Alinacak materyalin tiirii, hastaliklarin karakterine gore degisir.

02.05. Mikrobiyolojik Muayeneler

Hastalik etkenlerinin direkt ve indirekt teshislerinde mikrobiyolojik muayenelerinin 6nemi
cok fazladir. Klinik ve otopsi bulgular1 ile laboratuar muayeneleri sonucunda elde edilen
bilgiler, birlestirilerek kesin teshise gidilir. Laboratuvara, gonderilen muayene maddelerinin
cesitli yonlerden (bakteriyolojik, mikolojik, viralojik, serolojik muayeneleri yapilarak sonuca
varilir. Laboratuvar muayeneleri asagidaki tarzda uygulanir.

Mikrobiyolojik tan1 yontemlerini baslica 8 kisimda incelemek miimkiindiir. Bunlar da,
a) Bakteriyolojik tan1 yontemleri

b) Mikolojik tan1 yontemleri

¢) Virolojik tan1 yontemleri

d) Parazitolojik tan1 yontemleri

e) Immunolojik ve serolojik yoklamalar

f) Faj testleri

g) Deney hayvanlarina inokulasyon

h) Biyoteknolojik tan1 yontemleri

Ancak, burada konu bakteriyoloji oldugundan sadece bakteriyolojik tani yontemlerinden
bahsedilecek, digerleri ise kendi konularinda izah edilecektir.

1- Bakteriyoskopi

Gonderilen biyopsi ve/veya otopsi materyallerinden usuliine uygun olarak ince preparatlar
hazirlanir ve basit (metilen mavisi, bazik fuchsin, vs.) veya bilesik boyama (Gram, Ziehl
Neelsen, Giemsa, vs.) yontemlerinin biriyle boyanirlar. Boyama yontemleri, siiphelenilen
hastaliga gore degisebilir. Orn, tuberkiiloz, leptospira, klamidia, ve pastorella
infeksiyonlarinda 6zel boyama teknikleri kullanilir. Diger infeksiyon etkenleri i¢cin Gram
boyamasi genellikle yeterlidir.

Hazirlanan frotilerin birka¢ tane olmasi ve ¢ok ince hazirlanmasi etkeni gérme sansini
arttirabilir. Ancak, frotilerde spesifik etkene rastlamak c¢ok nadir oldugu gibi, genellikle



karisik mikroplar ihtiva eden mikroskopik sahaya rastlanabilir. Boyle hallerde gergek etkeni,
tanimak ¢ok zor veya imkansizdir.

Bazi durumlarda siiphelenilen spesifik etkeni gormek miimkiindiir. Ancak, kesin karar vermek
yerine daha dikkatli bulunarak, diger laboratuar muayenelerinin teyit edici sonuglarini
beklemek yerinde ve iyi bir tedbir olur. Frotilerde rastlanan spesifik etkene benzeyen birgok
saprofit karakterdeki mikroorganizmalar bulunabilir. Bunu hatirdan ¢ikarmamak gereklidir.
Orn, krasede rastlanan asido-rezistans mikroplar igin, hemen hastaya veremli teshisi
konmamalidir. Rastlanan bu etkenler saprofit mikobakteriler olabilirler. Bu 6rnekleri daha da
genisletmek miimkiindiir.

Mikolojik yonden muayene icin alinan kil, deri kazintilar1 v.s. kendine 6zel yontemlerle
incelemeye tabi tutulur (natif olarak) ve gerekirse lakto fenol pamuk mavisi ile de boyanarak
tetkik edilirler. Elde mevcut konjugatlar var ise, fluoresens antikor tekniginden de yararlanilir.

Yukaridaki nedenler geregince, bakteriyoskopi ile kesin teshis koymamali, arastirmalar1 daha
ileri safhaya gotiirmeli ve laboratuar ¢aligmalarina, o hastalik {izerinde daha fazla durulmasi
bakimindan, yon vermelidir.

2- Kiiltiir

Gonderilen muayene maddelerinden, arastirilmasi istenen hastalik yoniinden, normal veya
0zel kat1 ve s1v1 besiyerlerine ekimler yapilir. Kiiltiirler optimal 1s1 derecesinde ve arastirilan
hastalik etkeninin karakterine gore, aerobik, mikroaerofilik veya anaerobik kosullarda uygun
bir siire inkubasyonda birakilir. Inkubasyon siiresi tuberkiiloz etkenleri igin 20-35 giin
arasinda degisir.

Balik hastaliklarinda, patogenik mikroorganizmalar i¢in 6zel besi yerleri kullanilir ve
inkubasyon sicakligi da 20-25 °C ler arasidir. Mikotik infeksiyonlar icin de, genellikle,
Sabouraud dekstroz agar, Litman oxgall ve diger kat1 besiyerleri ¢ok kullanilir. Bunlarda da
optimal tireme sicakligi 20-25 °C olup kiiltiirler 15 giin kadar inkubasyonda birakilirlar.

Bazi hastalik etkenleri i¢in canli ortamlardan yararlanilir. Orn, rickettsia, klamidia ve viral
etkenler i¢in embriyolu yumurtalar ve deneme hayvanlari ¢ok ise yararlar. Doku kiiltiirleri,
genellikle virus izole etmek, liretmek ve cesitli serolojik, vs. testler yapmak ig¢in tercih
edilirler.

Bazi hastaliklarda zenginlestirme besi yerleri ve bundan sonra dzel selektif ve diferensiyel
ortamlar kullanilir. Orn, Salmonella izolasyonlar1 igin, selenit besi yeri boyle karaktere
sahiptir.

Kati besi yerlerinde hastalik etkenini tiretmek ve izole etmek igin, ekim veya 6zel yayma
teknikleri kullanilmali ve miimkiin oldugu kadar mikroorganizma tek olarak diisiiriilmelidir.
Mikrop izolasyonlar1 kati ortamlarda yapildigindan, bu besiyerlerinin istenen
mikroorganizmay1r en iyi sekilde iiremesini saglayacak, buna karsilik istenmeyenlerin
tiremesini sinirlayacak veya tretmeyecek durumda olmasi arzu edilir. Bu nedenle ¢esitli
hastalik etkenleri i¢in optimal lireme saglayacak 6zel selektif kat1 besiyerleri yapilmistir. Kati
veya sivi besi yerlerine, genellikle, Lezyonlarin bulundugu yerden ve kenarlarindan alinan
maddeler ekilirler.



Hastalik etkenlerinin yiiksek oranda izole sansini artirmak i¢in, her hastalikta 6zel uygulanan
izolasyon teknikleri vardir. Bunlar yakindan izlenmelidirler. Uygun bir siire inkubasyonda
kalan, kati besi yerlerinde lireyen koloniler, o hastalik etkeni yoniinden, morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal, serolojik ve patogenite testlerine tabi tutulmalidirlar.

3- Deneme hayvam inokulasyonu

Muayene maddelerinden yapilan suspansiyonlardan veya besi yerlerinde {ireyen siipheli
kolonilerden duyarli deneme hayvanlarina siringalar yapilir. Bu amagcla fare, kobay, tavsan,
tavuk, vs. fazla kullanilir. Deneme hayvanlarinin ve inokulasyon yollarinin se¢imi, arastirilan
hastaliga gore degisir.

Deneme hayvanlarinin sthhatinin ve kondisyonunun siringadan 6nce normal olmasi sarttir.
Spontan bir infeksiyona sahip olmama, ekto- ve endo parazitlerden de yoksun olmalidir.
Kanlarinda herhangi bir antikor da ihtiva etmemelidir. Konvansiyonel hayvanlarin teshis veya
izolasyon amaciyla kullanilmasi, yukarida bildirilen nedenlerle, sakincalidir. Bu amagla en
1yisi specific pathogen free (SPF) deneme hayvani kullanmaktir.

Inokule edilen hayvanlar cereyansiz, temiz ve iyi bir yere konurlar ve normal bakima alimirlar.
Hastalikk yoniinden her giin durumlari kontrol edilir. Olenler olursa otopsi yapilarak
lezyonlarin lokalizasyonuna ve patolojik bozukluklara dikkat edilir. Gerekli materyaller
almarak boyamalar ve ekimler yapilir ve mikrop izole edilmeye calisilir. Gerekiyorsa, canli
kalanlardan belli bir siire sonra kan alinir ve serolojik yoklamalar uygulanir. Baz1 durumlarda
da deneme hayvani uygun bir siire sonra Oldiiriilerek otopsisi yapilir, patolojik bozukluklar
incelenir, materyaller alinir ve ekimleri yapilir.

4- Serolojik ve alerjik testler

Hastaligin indirekt teshisi yoniinden uygulanan serolojik muayeneler ¢ok faydali olmaktadir.
Hasta hayatta iken alinan kan serumlari vasitasiyla bir¢ok hastaliklar teshis edilebilmektedir.
Brucellosis, malleus, paratuberculosis, leptospirosis, salmonellosis, listeriosis, vibriosis v.s.
gibi hastaliklarda genellikle aglutinasyon ve komplement fikzasyon testleri uygulanir. Viral
hastaliklarda da hemagliitinasyon, hemagliitinasyon-inhibisyon (HI) ve nétralizasyon testleri
fazlaca kullanilir.

Presipitasyon (sivi veya kati ortamlarda) testleri de, etkenlerin karakterlerine gore
laboratuvarlarda uygulanabilirler.

Kati besiyerlerinde iireyen kolonilerle 1dm {izerinde yapilan ¢abuk aglutinasyon testleri,
etkenin teshisine biiylik 6l¢iide yardime1 olur.

Hastaliklarin tlirine gore kullanilmak iizere diger birgok ileri serolojik yontemler daha
bulunmaktadir (ELISA, RIA, IFA, vs.). Bunlar da ayni sekilde yararlar saglayabilirler.

Alerjik reaksiyonlardan Veteriner hekimlikte 0Ozellikle malleus, tuberkiilozis ve
paratuberkiilozisin indirekt teshisinde fazlaca yararlanilir. Reaksiyon icin 6zel alergenler
(mallein, tuberkiilin, johnin PPD) kullanilir.



Insan hekimliginde alerjik testler infeksiyon hastaliklar1 yani sira, diger alergenlerden ileri
gelen hastaliklarda da kullanilmaktadirlar (Hipersensitivite reaksiyonlart).

03. Bakterilerin Identifikasyonlari

03.01. Morfolojik Ozellikleri

Bakterilerin bireysel morfolojileri boyutlarinin ¢ok kiigiik olmalar1 nedeniyle ancak
mikroskoplar (151k mikroskobu, karanlik saha, faz kontrast, elektron mikroskop, vs.) altinda
gbzlenerek, saptanabilir. Bu amagcla, uygun sivi veya kati ortamlarda saf olarak {iretilen
bakterilerden hazirlanan preparatlar 6zel boyalarla boyanarak incelenirler. Mikroskop altinda,
bakterilerin bireysel formlar1 (yuvarlak, oval, kokoid, comak, kokobasil, virgiil, spiral,
pleomorfik, vs.), buyiikligi (kiiclik, biiyiik, vs.), kenarlan (diiz, koseli, egri, paralel, vs.),
dizilisi (kiime, zincir, flament, vs.), spor durumu (var veya yok, varsa terminal, subterminal,
sentral, lateral, vs.), graniil (var veya yok), boyanma 6zelligi (Gram negatif veya pozitif, asido
rezistans, homojen boyanma, vs.), flagella ve fimbria muayeneleri, vs. ¢ok 1yi incelenir.

Ayrica, taze sivi ortamlardan hazirlanan natif preparatlarla da hareket muayenesi yapilabilir.
Bu muayene de ayni zamanda hem morfolojileri ve hem de hareketli olup olmadiklar
hakkinda bir fikir elde edilebilir.

03.02. Kiiltiirel Ozellikleri

Bakterilerin kiiltiirel 6zelliklerini incelemede, bunlarin kat1 ve sivi ortamlardaki saf kiiltiirleri
kullanilir.

a) Kati ortamlarda koloni morfolojileri: Bakterilerin biiylik bir boliimii (rickettsia ve
Chlamydia'lar hari¢) kat1 ve sivi ortamlarda, aerobik, anaerobik, mikroaerofilik kosullarda
tireyebilme yetenegine sahiptirler.

Bakteriler uygun bilesimdeki veya zenginlestirilmis (%8 kan+%0.1 glikoz +%0.1 yeast
ekstrakt veya diger maddelerle) kati besi yerlerinde, uygun bir inkubasyon sickligi ve
stiresinden sonra gozle goriilebilecek biiyiikliikte koloniler meydana getirirler. Bakteriler
arasinda yer almasia karsin, rickettsia ve chlamydia'lar cansiz ortamlarda iireyemezler.
Bunlar tiretmede deneme hayvanlari, doku kiiltiirleri veya embriyolu yumurtalar kullanilirlar.
Bakterilerin kat1 ortamlarda olusturduklar1 kolonilerin, biiylikligii, morfolojik ve yapisal
ozellikleri ayrintili olarak incelenir. Goz ve stereoskopik mikroskopla yapilan muayenelerde
kolonilerin S,R,M,L formlari, rengi, kokusu, homoliz durumlar1 ve diger morfolojik
ozellikleri ayrintili olarak gozlenir ve belirlenir.

Bazi bakteriler aerobik kosullari, digerleri ise anaerobik veya mikroaerofilik ortamlar1 sever
ve boyle sartlarda lireme gosterirler.

Bazi bakteriler 18-24 saatte (E. coli, Pseudomonas, Aeromonas, vs.), bir boliimii 2 giinde;
streptokok, korinebakteri brusellalar, 4-5 gilinde; Mycoplasma, 6-10 giinde; veya
mikobakterilerde oldugu gibi 20-30 giinde gozle goriilebilir koloniler olustururlar. Kati besi
yerinde olusan koloniler ne kadar seyrekse o kadar fazla gelisirler. Buna bagl olarak da
koloni ¢ap1 biiyiir.



Mezofilik bakterilerin {iremesi 35-38 °C dereceler arasinda iyi olmasmna karsin balik
patojen'leri (psikrofilik'ler) genellikle 20-35 °C arasinda, buna kargin 1si1s1 memelilere oranla
daha yiiksek olan kanatlilara ait etkenler de 38-40 °C 'ler arasi bir iireme gosterirler.
Termofilikler ise 45-60 °C 'ler arasinda kolayca gelisebilirler.

Aerobik mikroorganizmalar normal atmosferdeki O, 'de, anaerobikler oksijensiz ve
mikroaerofilikler ise %10 CO; 'li ortamlarda daha iyi tirerler. Fakiiltatifler ve aerotolerantlar
ise her kosulda tireme gosterebilirler.

b) Siv1 ortamda iireme 6zellikleri: Uygun siv1 besi yerlerinde bakteriler, belli bir siire sonra,
bol, zayif veya orta derecede bir lireme yetenegine sahiptirler. Bazilar1 tstte pellikiil, dipte
tortu, sa¢ gibi, veya graniillii bir iireme gosterirler. Uremenin tiirleri besi yerinin bilesimi,
inkubasyon sicaklig1 ve siiresine bagli oldugu gibi, o tiiriin genetik bir karakteridir.

Besiyerine katilan bazi maddeler (pepton, serum, kan, glikoz, maya ekstrakti (veya maya
otolizat1) ve diger baz1 maddeler de iireme {izerine olumlu yonde etkiye sahiptirler.

03.03. Fizyolojik Ozellikleri

Bakterilerin cinslerine gore fizyolojik karakterleri de degismektedir. Ureme 1silari,
inkubasyon siireleri, oksijene ihtiya¢ durumlari, besi yerinin bilesimi ve diger fizyolojik
ozelliklerinin aragtirilmasi ve saptanmasi gereklidir.

03.04. Biyokimyasal Ozellikleri

Mikroorganizmalarin identifikasyonlarinda biyokimyasal aktivitenin belirlenmesinin 6nemi
cok fazladir. Bu amagla, cok degisik testler kullanilir. Bunlar arasinda, karbonhidrat
fermantasyonu, H,S, indol, MR, VP, sitrat, nisasta, jelatin, iire, katalaz, oksidaz, koagulaz vs.
gibi testler, mikroorganizmalarin tiirline gore segilerek kullanilir.

03.0S. Patojenite ve Toksijenite

Bakterilerin hastalik olusturma yetenekleri bunlarda bulunan virulens faktorleri ile yakindan
iliskilidir. Virulens faktorleri patojenik ve toksijenik Ozelliklerini de kapsamaktadir. Bu
karakterler de, genellikle, deneme hayvanlari, embriyolu yumurta ve hiicre kiiltiirlerinde
yapilan denemelerle ortaya konulabilir.

Baslica virulens faktorleri arasinda adhezinler, (fimbrialar dahil) ekzotoksinler, toksik
substanslar, kapsiil, endotoksin, ¢esitli enzimler, homolizinler vs. bulunmaktadir.

Bazi bakterilerin virulensleri, tasidiklart plasmid ve faja bagimlidir. Bazilarinda da bu
karakterler kromozomal bir 6zellik tasir.



03.06. Antijenik ve Serolojik Ozellikleri

Bakteriler, kendilerinin ¢esitli yerlerine lokalize olmus ve yapisal bir karakter tasiyan degisik
antijenik substanslara sahiptirler. Bunlarin baslicalar1 arasinda, kapsiil, mikrokapsiil, pilus,
flagella, hiicre duvari, sitoplasmik membran, spor ve diger komponentler sayilabilir. Bunlarin
bir boliimii protein ve polisakkarid, digerleri de kompleksler (glikoprotein, lipopolisakkarid,
lipoprotein, vs.) halindedirler.

Toksijenik olanlarda da toksin ve toksik metabolitler antijenik Ozelliktedirler. Bakterilerin
antijenik substanlar1 viicutta antikor sentezini uyardiklarindan serolojik tiplendirmede de
onemli rol oynarlar. Bu amagla gesitli serolojik testler (CF, SAT, ELISA, RIA, FA, AGP.
peroksidase, vs.) kullanilabilir.

03.07. Bakteriyofajlara Duyarhhk

Bakteriyofajlar hem izolatlarin tiplendirilmesinde ve hem de klasifikasyonunda yardimer olur.
Eger mevcut spesifik fajlar varsa, bunlardan yararlanilarak teshise katkida bulunulur. Ancak
fajla teshis ikinci derecede diisiiniilmelidir. Cilinkii, ayni tiir i¢inde bile spesifik faj'a karsi hem
duyarli ve hem de duyarsiz olanlar ¢ikabilir.

03.08. Biyoteknolojik Yontemler

[zolatlarin kesin teshisinde ileri tekniklerden olan hibridizasyon yontemleri (Southern blot,
Northern blot, dot blot, vs.) ve diger ileri teknikler kulanilabilir. PCR ile birlestirilen teknikler
son zamanlarda fazla kullanilmaktadir.

03.09. Metabolik Ozellikleri

Bakterilerin sentezledigi ekzo-ve endoenzimlerin ve diger ¢esitli metabolitlerin tiirii, miktari,
etkinligi ve yapisi birbirlerinden farklar gosterirler. Mantarlar da bir¢ok enzim ve degisik
sekonder metabolitler sentezler ve bunlar da tiirler arasinda farklar gosterir.

03.10. Genetik Ozellikleri

Bakterilerin genetik materyalleri, kompozisyon bakimindan farklar gosterirler. Tiirler arasinda
baz siras1 ve sayist hemen hemen ayni ve sabit olmasina karsin, ayni cinsin farkli tiirleri
arasinda da degisiklik bulunmaktadir. Ozellikle, G+C oranin % olarak degeri tiirler arasinda
ayrimda kullanilir.

Genetik yonden yakinliklar1 saptamada DNA'daki baz homologluk oraninin belirlenmesi
onem tasir ve bu hibridizasyon yontemleri ile belirlenir.

Bakterilerin bazilarinda bulunan plasmid, transpozon ve IS-elementleri de bakterilere bazi
ozellikler kazandirir (antibiyotiklere direnclilik, antijenik 6zellikler, virulens faktorleri, vs.)



04. Saf Kiiltiirlerin Elde Edilmesi

Dogada mikroorganizmalar, (su, gida, toprak, hava, canlilarda, vs.), genellikle, bir¢ok cinse
ait tlirlerinden olusan populasyonlar1 halinde ve birlikte bulunurlar (koekzistens). Tek tiir
mikroorganizmaya rastlamak nadirdir. Her ne kadar tek bir etken tarafindan olusturulan
hastalik olgularindan saf kiiltiirler elde etmek miimkiinse de baz1 vakalarda koinfeksiyon veya
sekonder infeksiyonlar nedeniyle karisik mikroflora ile karst karsiya gelinir. Boyle
durumlarda primer etkenin izolasyonu ve saf olarak kiiltiiriiniin elde edilmesi olduk¢a zordur.
Bu amacla selektif yontemlerden yararlanilabilir.

Bu o6zel teknikler, arzu edilen mikroorganizmanin ya fazla iiremesini saglarlar veya diger
istemeyenlerin liremesini kisitlarlar veya onlerler. Bazi durumlarda, esas primer etken de
diger mikroorganizmalarin bulunmamasi nedeniyle, zayif bir iireme gosterebilir. Ciinkii, bu
tiir mikroorganizmalar, gelismek ve iiremek ic¢in digerlerinin ¢ok 6zel metabolitlerine
mubhtactirlar.

Saf kiiltlirler, ayn1 zamanda, mikroorganizmalarin identifikasyonlar1 i¢in gerekli testlerin
yapilmasi i¢in de ¢ok lazimdirlar. Arzu edilen bakterinin iiremesini saglamak i¢in kimyasal,
fiziksel ve biyolojik selektif yontemlerden yararlanilabilir.

04.01. Kimyasal Seleksiyon Yontemleri

Besi yerlerine bazi kimyasal maddeler katarak sadece istenilen mikroorganizmanin gelismesi
ve lremesi saglanabilir. Bunlardan biri, o mikroorganizmanin 6zel gereksinim duydugu bir
veya birka¢ kimyasal madde besi yerine katilarak, onun fazlaca iiretilmesi elde edilebilir. Bu
da karbon, nitrojen veya diger kaynaklardan birinin kullanilmasi ile miimkiindiir. Ozel
maddelerle zenginlestirilmis besi yerleri bu amag i¢in oldukea fazla yararlar saglarlar.

Bazi durumlarda da arzu edilen mikroorganizmanin gelismesine ve iiremesine yardimei olan,
buna karsin digerleri i¢in inhibitér veya Oldiiriicii olan ¢esitli maddeler kullanilabilir. Bu
amacla boyalar, safra tuzlari, agir metal tuzlari, antibiyotikler, antiseptikler, antibakteriyel
veya antifungal diger kimyasal maddelerden yararlanilabilir. Orn, bircok Gram negatif
bakteri, Gram pozitiflerin tireyemedikleri yogunluktaki boya konsantrasyonuna sahip olan
besi yerlerinde kolayca iireyebilirler. Bir¢ok enterik bakteri deoxycholate (safra tuzu) iceren
besi yerinde gelismesine karsin Gram pozitifler bu maddenin belli yogunlugunda inhibe
olurlar. Bu amagla MacConkey agar fazlaca kullanilan bir besi yeridir. Bu besi yeri Gram
negatif intestinal mikroorganizmalarin tiremesini kolaylastirir.

Antibiyotikler veya ¢esitli kemoterapotikler ve boyalar (kristal violet, malasit yesili, vs.) ayn
amagc icin yararlanilan maddeler arasindadir. Bu amagla i¢lerinde antibiyotik veya boyalar
bulunan bir ¢ok selektif ortam bulunmaktadir.

04.02. Fiziksel Seleksiyon Yontemleri

Seleksiyon i¢in fiziksel yontemlerin basinda 1s1 gelmektedir. Eger, karisik kiiltiirlerden spor
verenlerin ayrilmasi isteniyorsa, o zaman kiiltiirler 80°C'de 10 dk. 1sitildiktan sonra 6zel besi
yerlerine ekimler yapilir. Bu kisa stireli yliksek 1sitmada sporlar hari¢ olmak iizere vejetatif
formlar genellikle Sliirler.



Eger, termofilik'lerin izolasyonu isteniyorsa kiiltlirler 55°- 65° C'ler arasinda 15-20 dakika
1stya maruz birakilabilirler. Psikrofilikler icin ise diigiik 1s1 kullanilabilir. Ancak, bu 1sida,
mezofilikler iiremeyebilirler ve fakat 6lmezler. Bu nedenle dikkatli olmak gerekir. Besi
yerlerinin pH'st da seleksiyon icin kullanilabilir. Bir¢ok patojenik mikroorganizma,
konakcinin viicudundaki pH'ya uygun sinirlar i¢inde gelisebilirler (pH 7.0-7.4). Bu limitlerin
disinda tiremeler sinirlanir. Bazi mikroorganizmalar hafif asit (pH. 6-6.5) olan ortamda bir
kismi da hafif alkali olan bir besi yerinde daha kolay gelisebilirler (pH 8.0-8.5). V.cholera,
PPLO'lar vs. alkali ortamlarda daha iyi tirerler. Filtrasyon viruslar1 bakterilerden ayirmada ve
kontaminasyonlar1 6nlemede ¢ok fazla kullanilmaktadir. Belli porositede olan membran
filtreler (0.2 mm ¢ap) bakterileri tutar, ancak viruslar1 gegirir.

04.03. Biyolojik Seleksiyon Yontemleri

Deneme hayvanlar1 (fareler, kobaylar, vs.) miks kiiltiirlerden istenilen mikroorganizmay1
ayirmada kullanilabilirler. Nonpatojenikler elimine olurken, patojenik olanlar hayvanlarda
hastalik meydana getirir. Hayvanlara derialti verilen doku homojenat veya karisik kiiltiirler,
mikroorganizmanin tliriine gére degismek iizere, belli bir siire sonra kalpten kan alinarak
hemokiiltiir yapilir ve besi yerlerine ekilerek saf etkenler elde edilir.

04.04. Dilusyonla Seleksiyon

Karisik kilttirler dilue edilerek uygun kati besi yerlerine ekimler yapilir ve iireyen koloniler
arasindan istenilen etkene ait olanlar segilerek saf kiiltiirleri elde edilir.

Yukarida belirtilen yontemlerden en wuygun olan1 segildikten sonra iiretilen
mikroorganizmalardan tek koloni alinarak uygun sivi ve kati besi yerlerinde saf kiiltiirleri
yapilir ve ¢esitli yontemlerle identifikasyonlarina ¢aligilir.

Buraya kadar aciklanan tekniklerin yani sira, ¢ok yeni ve 6zel yontemler de kullanilabilir.
Bunlar da kesin teshise ¢ok yardimci olurlar.
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